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disclosed. 
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utilisation des polymeres protegeant des facteurs de crolssance pour le 
traitement de 1' 1nf 1 ammatlon 

La presente invention a pour objet 
5 1 • utilisation de polymeres ou de biopolymeres pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement de 
1 * inflammation. 

Elle est en outre relative a une composition 
contenant ces polymeres et destinee a un tel 

10 traitement. 

L' inflammation est une manifestation 

particulierement complexe qui s ' installe a la suite 
d'une lesion tissulaire spontanee ou traumatique. 
Caracterisee par une modification de la permeabilite 

15 capillaire, elle s ' accompagne d'une infiltration de 
composants sanguins, moleculaires et cellulaires, qui 
se manifeste generalement par des erythemes et des 
oedemes. De nombreux mediateurs chimiques sont liberes 
ou actives pendant ce processus au cours duquel des 

20 elements du sang, en particulier des globules blancs 
s'accumulent et relarguent differentes activites 
lytiques. De nombreuses substances sont employees 
comme agents anti-inf lammatoires . Elles peuvent 
grossierement etre classees en agents steroldiens et 

25 non steroidiens. 

Les facteurs de croissance appartenant a la 
famille des Heparin Binding Growth Factors (HBGF) sont 
naturellement relargues dans le cas d'une lesion ou 
d'un traumatisme tissulaire soit directement par ces 

30 tissus au niveau de leurs cellules constitutives , a 
- partir des elements de la matrice extracellulaire qui 
represente un site de stockage naturel de ces 
molecules, soit par les cellules circulantes et en 
particulier les cellules de 1 ' inflammation . La 
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reaction inf lammatoire s ' accompagne d'une augmentation 
locale des concentrations en facteurs de croissance 
dont certains appartiennent a la famille des HBGF. 

Le sucrose sulfate ester et son sel d' aluminium 
le sucralfate sont des produits decrits et utilises 
comme agents anti-inf lammatoires (Brevet US 
N*3,432,489) et dans differentes associations et 
compositions pharmaceutiques decrites dans une serie 
de brevets (US 4.975.281, 4.885.281, US 5.013.557, US 
5.164.379, US 5.196.405, US 5.240.710 et DK 102.488 et 
DK 505.588) . 

D'autres composes ont ete decrits comme des 
agents anti-inf lammatoires : la suramine, composant 
organique sulphonate par LAROCCA R et coll. (US 
15 7479817), des compositions contenant des melanges de 
bas poids moleculaires de 1 ' heparine par COHEN IR et 
coll. (W09219249), des fragments d'heparine presentant 
des effets inhibiteurs du systeme du complement par 
EKRE H P et coll. (WO9202232), des produits derivant 
par modifications chimiques de proteines glycosylees 
par MIYAZAKI K et coll. (EP454898), des proteoglycanes 
heparane sulfate comme le syndecan par BERNFIELD M et 
coll. (WO9305167), des oligosaccharides derives de 
dermatanes sulfates par BIANCHINI P et coll. 

25 (WO9305075). 

Une composition contenant en association de 
!• heparine et du sulodexide, qui est un melange de 
polymeres comprenant des glycosaminoglycanes (GAG) , a 
d* autre part ete etudiee pour son action dans le 
traitement de traumatismes legers ■■ (Dragani et al . , 
1989, Minerva Medica, 80, n'4, 397-403). Neanmoins ces 
deux composes n'ont pas ete testes separement. 

II n'est done pas possible de determiner si 
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l'un de ces deux composes est responsable de 
l'activite therapeutique . 

L'activite d'un autre melange de 

glycosaminoglycanes, le mesoglycan, sur les 
hemorroides a ete testee par Saggioro et al., (1985, 
Min. Diet. e. Gastr, 31, 311-315). II ressort de cette 
publication que le mesoglycan est tres efficace a 
l'encontre des hemorroides et permet d'eliminer les 
symptomes tout en ameliorant 1' aspect endoscopique . 

Neanmoins cette publication est limitee a des 
polymeres d'un type bien particulier, qui de plus 
presentent une composition d'origine animale mal 
definie et sujette a des variations. 

La synthese d'une autre famille de polymeres/ 
15 appeles CMDBS (Carboxy Methyl Dextrane Benzylamine 
Sulfonate) a ete decrite dans le brevet FR 2 461 724 
ainsi que dans le brevet US 4 740 594 . Certains de ces 
polymeres miment l'heparine et peuvent etre utilises 
en tant que produits de remplacement de l'heparine du 
20 plasma, grace a leurs proprietes anticoagulante et 
anticomplement . 

Parmi 1' ensemble des polymeres CMDBS, certains 
miment une autre propriete de l'heparine qui consiste 
en une stabilisation, protection et potentialisation 
25 in vitro de l'activite biologique des facteurs de 
croissance de la famille FGF . (Tardieu et coll , 
Journal of Cellular Physiology , 1992 , 150 pages 194 a 
203). 

Le brevet FR 2 644.066 decrit 1 ' utilisation de 
certains CMDBS associes aux FGF pour la cicatrisation 
de la peau et de la cornee. Des experiences ont ete 
realisees en provoquant une blessure cutanee a 1 ' aide 
d'un emporte piece de 6 mm de diametre chez le rat. 
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Dans cet exemple, le CMDBS associe au FGF 2 permet 
d'obtenir un effet net sur la Vitesse et la qualite de 
la reparation de la peau . 

II ressort done de 1* analyse de I'etat de la 
technique que des polymeres de type CMDBS ont deja ete 
utilises en association avec des facteurs de 
croissance sur certaines lesions d'un type bien precis 
de tissu, le tissu cutane. 

Du fait de 1 * imprevisibilite des effets 
therapeutiques d ■ une molecule donnee, il n'etait pas 
evident que ces polymeres, seuls , et non associes a 
des facteurs de croissance, puissent avoir un effet 
sur d'autres tissus que ceux de la peau. 

En effet, il est bien connu que les differents 
15 tissus du corps humain ou animal presentent des 
specificites tant structurelles que f onctionnelles qui 
rendent impossible toute prediction quant a 1' effet de 
la molecule, connue pour son effet sur la 
cicatrisation du tissu cutane , sur des tissus de 
20 diverses origines soumis a une inflammation. 

De meme , il est bien connu qu'il est 
impossible de predire l'activite in vivo d'une 
molecule sur un tissu particulier a partir de 
resultats obtenus in vitro sur un modele experimental 

25 specif ique. 

De maniere surprenante, il a ete trouve, selon 
1' invention, que certains polymeres definis comme 
appartenant a la classe des HBGFPP et en particulier 
des CMDBS avaient un effet sur l'intensite de la 
reaction inf lammatoire qu'ils diminuent de facon tres. 
marquee tout en accelerant les processus de 
reparation, de regeneration et de restauration de 
tissus leses. A une augmentation de la vitesse et de 
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la qualite de la cicatrisation des lesions des tissus 
du tractus digestif, des tissus cutanes, des tissus 
osseux, les HBGFPP associent des effets anti- 
inf lammatoires . 

5 II a en outre ete montre que des doses tres 

faibles de ces polymeres permettent d'obtenir des 
effets therapeutiques . 

La presente invention a pour objet une 
utilisation d ' au moins un polymere ou d'un 

10 biopolymere, appeles HBGFPP, a 1 'exclusion du 
mesoglycan, protegeant specif iquement les facteurs de 
croissance des families des FGF et TGF beta de la 
degradation trypsique et n'inhibant pas de maniere 
significative la coagulation, pour la fabrication d f un 

15 medicament pour le traitement des inflammations de 
divers tissus . 

Un tel polymere presente particulierement une 
activite anti-coagulante inferieure a 50 unites 
Internationales par mg de polymere mesuree selon 

20 Maillet et al (Mol. Immunol, 1988, 25, 915-923). 

Avantageusement, il potentialise les FGF in vitro. 
Preferentiellement, il n' active substantiellement pas 
le systeme du complement, c'est-a-dire qu'il possede 
une activite anti-complement superieure a 0,5 fjg pour 

25 le CH50 (selon Mauzac et al . , Biomaterials , 6, 61-63, 
1985) . 

Selon la presente invention on entend par 
polymeres toutes substances naturelles, naturelles 
modifiees chimiquement ou totalement synthetiques 
30 repondant a la definition donnee ci-dessus. 

Ainsi il peut s'agir de : 

- polymeres obtenus a partir de' dextranes mais 
modifies par d ' autres types de substitutions avec 
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d'autres types de radicaux, 

- polymeres naturels autres que ceux derivant 
de dextranes mais comportant des residus osidiques 
(cellulose, chitine, fucanes, etc...)/ 
5 - polymeres obtenus par polymerisation de 

monomeres de natures non osidiques (poly acide 
malique, poly acide oxalique, poly acide lactique, 
polystyrene, polyethylene glycol) modifies ou non. 

Avantageusement, ledit polymere ou biopolymere 
10 est un polysaccharide qui peut etre compose 

principalement de residus glucose. 

II peut aussi comprendre des residus 
glucosamine et/ou d'acide uronique, particulierement 
sous la forme de dimere glucosamine-acide uronique. 
15 Des polysaccharides particulierement preferes 

sont des dextranes substitues, des glycosaminoglycanes 
eventuellement associes a un lipide, un peptide ou un 
protide ou des sulfates de ces polymeres. 

Un tel polymere presente avantageusement un 
20 poids moleculaire d'au moins 10 kDa et 
pref erentiellement d 1 environ 40 kDa. 

La presente invention est en outre relative a 
une composition pharmaceutique contenant ces 
polymeres . 

25 Les polymeres et/ou biopolymeres peuvent etre 

selectionnes a partir de substances naturelles qui 
peuvent ensuite etre eventuellement modifiees par 
additions de groupements chimiques appropries , ou 
encore etre obtenus entierement par synthese . Ces 

30 polymeres naturels, semi synthetiques ou entierement.. 
synthetiques sont ensuite selectionnes sur la base de 
leurs capacites a interagir specif iquement avec 
plusieurs facteurs de croissance notamment ceux de la 
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famille des FGF et des TGF beta. lis peuvent etre 
egalement selectionnes pour leurs capacite a proteger 
ce ou ces facteurs contre des degradations 
proteolytiques , et a agir comme des inhibiteurs 
5 d'activites proteinas iques impliquees dans le 
processus inf lammatoire conune l'elastase leucocytaire , 
et la plasmine par exemple, et pour leur activite 
anti-coagulante. Ces polymeres sont designes sous le 
sigle generique de HBGFPP (heparin binding growth 

10 factor protectors and promotors). Deux prototypes de 
ces polymeres ou bio polymeres sont donnes comme 
exemples ainsi que les procedes et criteres de 
selection de ces polymeres. 

Le premier exemple de HBGFPP appartient a la 

15 famille des CMDBS qui sont des produits connus, a 
savoir des dextranes biospecif iques f onctionnalises , 
substitues par des residus carboxymethyle , benzylamide 
et benzylamine sulfonate. Ces polymeres illustrent 
l'obtention de HBGFPP a partir de produits naturels 

20 (dextrans) subsequemment chimiquement substitues. Le 
deuxieme exemple decrit la selection de produits 
completement naturels comme les glycosaminoglycanes 
sulfates purifies a partir d'extraits tissulaires. 

Ces deux exemples illustrent les capacites de 

25 ces HBGFPP a d'interagir, a stabiliser, a proteger et 
a potentialiser les facteurs de croissances des 
families FGF et TGF beta et leur utilisation dans une 
composition pharmaceutique permettant le traitement 
d ' inf laminations de toutes origines . 

30 Les differents exemples decrits « dans-, cette 

invention montrent qu'en plus des effets cicatrisants 
propres des CMDBS sur differents types de regeneration 
ou de cicatrisation tissulaire, l'intensite de la 
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reaction inf lammatoire locale est tres fortement 
diminuee . 

On entend, dans la presente demande, par 
traitement toute operation curative ou preventive 
5 effectuee pour la prophylaxie ou la resorption 
d' inf laminations faisant intervenir en particulier des 
activites proteinasiques comme l'elastase 

leucocytaire, la plasmine, les metalloproteinases en 
supplement d'effets stimulateurs de la regeneration et 
10 de la cicatrisation tissulaire. 

Les exemples ci-apres illustrent une diminution 
de l'intensite de la reaction inf lammatoire observee 
dans des tissus leses traites par une fraction 
efficace de HBGFPP par exemple de CMDBS associe a un 
15 ou plusieurs vehicules compatibles et 

pharmaceutiquement acceptables avec le type de lesion. 
La composition pharmaceutique peut etre egalement 
associee a des agents comme par exemple des 
antibacteriens, des anti f ongiques , des vitamines ou 
20 analogues, des antiseptiques , des analgesiques , des 
agents protecteurs des rayonnements solaires et 
d'autres agents anti-inf lammatoires ou tous autres 
types de composes associes pour leur effets 
specifiques et administree sous toute formes 
25 galleniques pharmaceutiques acceptables et compatibles 
avec le type de traitement envisage. 

Avantageusement, une telle composition est 
concue pour etre directement absorbee par voie orale, 
deposee sur la lesion ou injectee si celle ci est 
30 directement accessible notamment dans les lesions. sous 
cutanees, buccales ou rectales ou encore lors des 
interventions chirurgicales en deposant ou injectant 
les tissus. La dose unitaire est de 10 a 2500 uq CMDBS 
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ou de HBGFPP par ml ou cm2 de tissu a traiter sous un 
volume adapte a la specif icite de la pathologie. La 
dose de produit CMDBS ou HBGFP utilisee correspond 
selon la surface de la plaie a une fraction d'une 
solution de depart de 10 a 2500 par millilitre (ce 
qui pour une application locale sur des plaies 
courantes implique une depose rarement superieure a 
quelques centaines de microlitres de la solution) 
cette dose etant appliquee une ou deux fois par 24 
heures. Les compositions utilisees de sucralfate sont 
de 0.01 a 5% (selon le brevet US N" 5 196 405 ) 
soient des concentrations au moins 10 fois superieures 
a celles decrites dans la presente invention et les 
effets decrits dans tous les exemples de ce brevet US 
15 N*5 196405 sont obtenus a partir de compositions 50 
milligrammes par millilitre. 

Le vehicule peut etre du serum physiologique ou 
des tampons tels que le PBS contenant NaCl O.IS 
molaire ou toute autre sorte de solution compatible et 
20 non irritante pour le tissu lese. Des formulations 
permettant d'obtenir des solutions pateuses ou en gel 
ou en aerosol selon les techniques courantes connues 
de 1'homme de 1'art peuvent etre proposees selon le 
type et 1 ■ accessibility de la lesion. 
25 1 Les domaines d ' applications de ces composes 

correspondent sur un plan therapeutique ou 
prophylactique aux pathologies associees aux activites 
de l'elastase et/ou de la plasmine. 

Les principales pathologies associees a une 
activite de type elastase recouvrent les principaux 
domaines suivants : 

- les lesions cutanees incluant les levres , la 
cavite buccale, la gencive (les maladies 
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parodontales) , les muqueuses par exemple vaginale et 
les surfaces anales pour des eruptions superf icielles 
inf lammatoires , pruritiques, erythemateuse, 1 1 acne ou 
les rosacees comme 1 ' inf lammation de type seborrhee ou 
5 pustulaire, les furoncles, les abces; 

les infections bacteriennes , fungiques, 
virales du revetement cutane comme Candida ou herpes, 

- les dermatites a 1 ' etat aigu ou chronique en 
reponse a differents agents comme les coups de soleil 

10 ou brulures superf icielles , 

- les reactions inf lammatoires en reaction a 
des corps etrangers comme des pansements , des 
catheters et les hemorroides ; 

- les vulvites ou prurits perianaux; 

15 - les pathologies et desordres habituels de la 

sphere oto-rhino-laryngologique et pulmonaires comme 
les sinusites ou les rhinites allergiques, aigues ou 
chroniques, les otites, les reactions inf lammatoires 
pulmonaires, les oedemes, les emphysemes, les 

20 fibroses, des reactions secondaires a des bronchites , 
1 ' asthme ; 

- les pathologies oculaires en rapport avec des 
desordres de 1 1 inf lammation des produits de beaute 
allergisants , les con jonctivites , keratites ponctuees , 

25 les ulceres ; 

les maladies liees a des desordres 
immunologiques ou viraux comme les arthrites et la 
polyarthrite rhumatoxde, les synovites, la goutte et 
differentes formes d 1 inf lammation arthritiques , le 
30 lupus "erythemateux, 1 1 anaphylaxie , les „ septicemies 
bacteriennes, le SIDA; 

les maladies parasitaires comme la 
toxoplasmose, le cytomegalovirus, la malaria, la 
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polyomelyte, etc.; 

le traitement des reactions inf lammatoires 
des organes comme les glomerulonephrities par exemple 
pour le rein, ou celles associees a des procedures 
5 chirurgicales supposant ou non 1 ' implantation de 
materiaux etrangers a 1 ' organisme ; 

les pathologies vasculaires avec notamment 
les anevrismes atheromateux ou celles liees au 
vieillissement comme celle de type arteriocleromateux. 
xo Les principales pathologies associees aux 

activites de type plasmine recouvrent en outre les 
domaines de la progression tumorale et des 
complications induites . 

L ' invention sera illustree, sans etre 
15 aucunement limitee par les exemples qui suivent, dans 
lesquels : 

La figure 1 represente la formule du CMDBS . 
La figure 2 illustre la potential isation de 
1'activite biologique des FGF1 (2a) et FGF2 (2b) par 

20 l'heparine, le mesoglycan et le sulodexide. La mesure 
de 1'activite biologique est effectuee sur des 
cellules CCL39 par la mesure de 1 ' augmentation de 
1 • incorporation de thymidine tritiee en fonction de la 
dose de FGF1 et de FGF2 ajoutee seule ou en presence 

25 de 20 fug d'heparine, de 10 pg de mesoglycan, ou de 
IQjjg de sulodexide. 

Les figures 3 et 4 illustrent l'effet 
protecteur de l'heparine, du mesoglycan et du 
sulodexide contre une degradation thermique du FGF1(3) 

30 et FGF2 (4). Les echantillons de FGF sont incubes 
seuls ou en presence de 20 pg d'heparine, de 10 pg de 
mesoglycan ou de 10 pg de sulodexide a 20*C (a) et 
37*C (b) pendant 1, 7, 15, 30 jours. La mesure de 
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l'activite biologique presentee en abscisse correspond 
aux valeurs des unites de stimulation (ED50) de 
1 1 incorporation de thymidine tritiee dans des cellules 
CCL39 . 

5 La figure 5a illustre l'effet protecteur de 

I'heparine, du mesoglycan et du sulodexide contre une 
degradation proteolytique du 125 I-FGF1 . La digestion 
proteolytique a ete effectuee a 37 'C et les 
echantillons ont ete separes par electrophorese sur 

10 gel de polyacryl amide a 18% . Les gels sont seches et 
autoradiographies. La premiere piste contient le 125 I- 
FGF1 seul, dans la deuxieme (piste 2) le 125 I-FGF1 est 
incube en presence de trypsine et d'heparine (piste 
3), de mesoglycan (piste 4) ou de sulodexide (piste 

15 5) . 

La figure 5b illustre l'effet protecteur de 
I'heparine, du mesoglycan et du sulodexide contre une 
degradation proteolytique du 125 I-FGF2. La disposition 
des pistes est identique a celle presentee pour le 
20 125 I-FGF1 en 5a. 

Les figures 6A et 6B sont des profils d'elution 
sur colonne de DEAE-Trisacryl respectivement des 
fractions HSM (Fig.6A) et HSS (Fig.6B), en presence de 
fractions c ho ndroi tines sulfates (CSA) pour le 
25 calibrage de la colonne. 

Les figures 7A et 7B representent 
respectivement des tissus osseux presentant une 
inflammation traitee par un pansement de collagene 
imbibe de serum physiologique (7A), et le meme 
30 pansement imbibe de CMDBS (7B). 

Les figures 8A a 8C d'une part et 8D a 8F 
d' autre part representent respectivement des coupes de 
plaies cutanees traitees avec du collagene imbibe de 
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CMDBS et du collagene imbibe d'une solution 
physiologique. 

La figure 9 illustre 1' expression de metallo- 
proteinases a J = 5 (pistes 1 a 11) et J = 6 (pistes 
5 12 a 17) dans des tissus sains (pistes 1 et 12), des 
tissus cicatriciels traites par le CMDBS ( pistes 2 a 
4 et 13 a 15), et des tissus cicatriciels traites par 
de la solution physiologique (pistes 5 a 11, 16 et 
17) . 

10 EXEMPLE 1 : Preparation et select ion des CMDBS 
a) Preparation des CMDBS 

Les CMDBS sont des dextranes substitues par des 
groupements carboxymethyl , benzylamide et benzylamide 
sulfonate. La methode de synthese des CMDBS peut etre 

15 celle decrite par M.MAUZAC et J . JOSEFONVICZ dans 
Biomaterials 1984,5,301-304. 

Selon ce procede, le carboxyl methyle dextrane 
(CMD) est prepare a partir de dextrane par- 
substitution de quelques unites glycosylees avec des 

20 groupes carboxyliques sur le carbone en position 5 ou 
6. 

Dans une deuxieme etape, la benzylamide est 
couplee aux groupes carboxyliques pour former le 
carboxymethyl-benzylamide dextrane (ou CMBD) . Enfin 
25 quelques noyaux aromatiques du benzylamide sont 
sulfones pour aboutir au carboxymethyle dextrane 
benzylamide sulfonate ou CMDBS. 

Les. sels de sodium de ces derives sont 
ultraf iltres, lyophilises et dissous dans le tampon 
30 approprie avant utilisation. 

La formule generale des CMDBS est representee 

sur la figure 1 . 

Les CMDBS possedent une distribution 
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statistique des differents subst ituants . Les 
pourcentages pour chaque type de CMDBS sont determines 
par les methodes classiques. 
b) Selection des CMDBS 
5 i:Tests de protection et de stabilisation des FGFs 

Lors de la synthese des CMDBS il est possible 
de controler le taux de substitution de chacun des 
groupements par modification des conditions de la 
reaction de substitution. Le controle des parametres 

10 comme la temperature, le temps de reaction, les 
concentrations relatives des constituants et le nombre 
de reaction de substitution etc . . permettent d'obtenir 
un tres grand nombre de polymeres substitues. La 
substitution des hydroxyles par le carboxymethyl sur 

15 les carbones en position 5 et 6 permet d'obtenir des 
taux de carboxymethylation allant de 0 a 200% (100% 
.pour chacun des carbones en position 5 et 6). Le 
groupement carboxymethyl peut etre a son tour 
partiellement ou totalement utilise pour la fixation 

20 de la benzylamide. Les groupes benzylamides peuvent 
etre partiellement ou totalement utilises pour la 
sulfonation. Les dextranes substitues f onctionnalises 
utilises selon 1' invention sont parmi ceux 
specialement decrits dans le brevet francais 

25 n"2.461.724. Outre la capacite a stabiliser et 
proteger les facteurs de croissance de la famille FGF 
comme decrit dans la publication de Tardieu et coll 
J. Cell. Physio. 1992 150 p 194 a 203 ? et dans le brevet 
Francais N'2.461.724; le CMDBS selectionne doit 

30 pouvoir interagir avec au moins un - membre de la 
famille des facteurs de croissance de la famille TGF 
beta selon une methode d' evaluation decrite ci-dessous 
et proteger les TGF beta contre une proteolyse. 
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ii: Evaluation des capacites d 1 interact ions entre 
CMDBS et les facteurs de croissance de la famille TGF 
beta . 

Afin de mesurer la capacite de certains CMDBS a 
5 interagir avec les membres de la famille TGF beta et 
de par cette interaction proteger les TGF beta, un 
test de criblage a ete etabli. Ce test consiste a 
mesurer la capacite du CMDBS selectionne a permettre 
au TGF beta de garder son activite biologique malgre 

10 un traitement proteasique. 

Dans I'exemple ci dessous le CMDBS utilise est 
le lot 26.2 defini par un taux de substitution de 110% 
de motifs carboxymethyles , 3,6% de motifs benzylamides 
et 36,5% de motifs sulfonates et possede une activite 

15 anti coagulante de 4 Ul/mg (Unites Internationales). 

L 1 activite anti-complement de ce lot est de 1,1 ^g de: 
CH50, mesuree selon Mauzac et al ( precedemment cites). 

L'heparine utilisee comme temoin provient des 
etablissements Sanof i . ( Institut Choay) et presente une 

20 activite anticoagulante de 175 Ul/mg 

Le TFG beta 1 est prepare a partir de 
plaquettes sanguines humaines selon le protocole 
decrit dans de nombreuses publications et couramment 
utilises par 1 ' homme de l'art, par exemple dans la 

25 publication Growth Factors and their Receptors 1992 , 
vol. 1 PP 419-472 par A. Roberts et M.Sporn edite par 
A. Roberts et M.Sporn et publiee par Springer Verlag 
Berlin. Le test d'activite biologique du TGF beta 
utilise dans cet exemple est celui de 1 ' inhibition de 

30 croissance des cellules CCL64 (provenant de 1* American 
Tissue Culture Collection) -Cette inhibition est 
mesuree par la capacite du TGF b a inhiber 
1 1 incorporation de Thymidine tritiee d'une maniere 
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dose dependante dans ces cellules CCL64 stimulees par 
le facteur de croissance FGF ou par du serum de veau 
foetal selon le protocole decrit par Van Zolen dans 
Progress in Growth Factor Resarch, 1990 ,2 p. 131 a 
152. Le TGF beta est utilise a deux doses, 1 ' une 
correspondant a la capacite d' inhibition de 50% de 
1' incorporation de Thymidine tritiee (definie comme 
1' unite d'activite inhibitrice) 1' autre, correspondant 
a la capacite d' inhibition de 100%. Dans cet exemple 
les valeurs obtenues sont de 250 pg de TGF beta pour 
obtenir 1 'unite d'activite d' inhibition sur les 
cellules CCL64 cultivees dans 1 ml de milieu de 
culture. Le 100% d* inhibition est obtenu avec lng de 
TGF beta dans 1 ml de milieu de culture. 
15 un echantillon de 50ng de TGF beta dans du 

tampon phosphate salin contenant 0.1% de serum 
albumine bovine (provenant de la societe SIGMA a Saint 
Louis USA) est incube seul, ou associe soit a 5000 ug 
de CMDBS, soit a 5000 pg d'heparine, avec ou sans 500 
20 pg de trypsine. Le volume final de la solution incubee 
est a juste a 1 ml et 1' incubation est effectuee a 37 *C 
durant un temps variable (10 minutes dans 1' exemple 
decrit tableau 1). 

Des echantillons d'un volume de 20 ul de 
25 chacune des reactions d' incubation sont preleves et 
ajoutes aux cellules CCL64 cultivees dans des plateaux 
de 24 puits contenant chacuns un millilitre de milieu 
de culture selon le protocole decrit par E.Zohlen 
mentionne ci dessus . Dans ces conditions la 
concentration finale de TGF beta par puits est de 
lng/ml. La tableau 1 resume les resultats obtenus dans 
diverses conditions et montre " 1 ' e f f et protecteur du 
CMDBS. Ainsi apres 10 mn d'incubation a 37'C, 75% de 
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l'activite biologique du TGF beta est encore presente, 
alors que 1 ' heparine qui pourtant peut se fixer au TGF 
beta (Mac Caffrey et al . , J. of Cell Physiology, 1992, 
vol.52, 43O-440) ne protege pas le TGF beta contre 
cette degradation proteolytique (il reste moins de 20% 
d'activite biologique). II est a rappeler que dans le 
cas des FGFs 1 1 heparine assure une protection contre 
la proteolyse induite par la trypsine . (Tardieu et al . , 
Journal of Cellular Physiology, 1992, 150: 194-203). 

II a ete verifie que le CMDBS n'avait pas de 
pouvoir inhibiteur sur l'activite de la trypsine 
(tableAU 2). Ainsi,10 pg de trypsine ont ete incubes 
soit avec un substrat (S.87 fourni par la societe 
Serbio, Paris et utilise selon les recommandations de 
ce fournisseur) ou soit avec ce substrat et un 
inhibiteur de la trypsine tel celui provenant du soja- 
(comme le Soyabean trypsin inhibitor ou STI de chez 
Sigma) ces incubations etant faites en 1' absence ou en 
presence de quantites variables de CMDBS (lot AM26).' 
L'activite enzymatique de la trypsine a ete mesuree 
par absorption spectrophotometrique du produit de 
transformation du S 87 en fonction du temps 
d ' incubation . 

Exemple 2: Selection d'autr es HBGFPP t 
25 une preparation commerciale de proteoglycosa- 

minoglycane et glycosaminoglycanes , le sulodexide a 
ete selectionnee selon sa capacite a interagir avec 
les facteurs de croissance de la famille des FGF ainsi 
qu'avec ceux de la famille des TGF beta. 

Des preparations d'heparane sulfate obtenues 
par fractionnement du mesoglycan et du sulodexide ont 
d' autre part ete testees. 

Le mesoglycan et le sulodexide ont ete fournis 
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par la Societe Sigma Chemical Co , Saint Louis MO USA. 
Leurs proprietes sont resumees dans le tableau 3. 

Les cellules utilisees dans cet exemple sont 
les cellules CCL39 qui proviennent de 1' American 
5 Tissue Culture Collection. Les conditions de culture 
et de tests de mesure d'activite biologique des FGFs 
sont les memes que celles decrites dans la publication 
Tardieu et coll J . Cell . Physiol . 1992. Les facteurs de 
croissance FGF utilises sont les formes recombinantes 

10 FGF1 et FGF 2. 

a j Effet du sulodexide sur l'activite biologique des 

FGFs in vitro. 

Dans ces experiences le FGF1 ou 2 est utilise a 
une dose correspondant a la dose efficace ( notee ED50) 

15 pour induire une stimulation de 1'activite biologique 
de 50% de la dose 'induisant la stimulation maximale. 
L'activite biologique est mesuree par la capacite 
d' induire une augmentation de 1 • incorporation de 
thymidine tritiee dans les cellules selon les 

20 protocoles largement decrits dans de nombreuses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentionnee 
precedemment et egalement dans le brevet francais N'2 
644 066. 

Dans cet exemple l'EDSO est de 5 ng/ml pour le 
25 FGF1 et de 3 ng/ml pour le FGF 2, valeurs mesurees 
experimentalement (Figs. 2a et 2b). La merne experience 
de stimulation en fonction de la dose de FGF est 
ef fectuee en presence de 10 pg/ml de Sulodexide ou 20 
ug/ml d'Heparine. La figure 2 montre que dans ces 
30 conditions l'EDSO devient 0.4 ng/ml et 0.2 ng/ml 
respectivement pour les FGF1 et FGF2 en presence de 
ces doses de Sulodexide ou d'Heparine. Outre cette 
capacite a potentialiser l'activite biologique des 
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sucrase sent utilxses a la d ^ pesure 

Les resultats sont presen 
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Ces resultats illustrent que, comme certains 
CMDBS capables de repondre aux deux criteres de 
selection vis-a-vis des FGF et TGFbeta, le sulodexide 
presente une activite protectrice significative pour 
5 les TGFbeta. 

c ) Isolement de la fraction Heparane Sulfate du 
Sulodexide et du Mesoolvcan 

Le Sulodexide et le Mesoglycan correspondent a 
des melanges de plusieurs substances dont l'essentiel 
10 est constitue de dif ferents glycosaminoglycanes (GAG) . 

Par une premiere etape de purification, il a 
ete etabli qu'un gramme de produit sec de chacun de 
ces deux produits contenait respectivement 874 mg pour 
le mesoglycan et 795 mg pour le sulodexide de GAG 
15 totaux. 

Cette purification a ete obtenue en soumettant 
ces produits solubilises a une chromatographie 
echangeuse d'ions (DEAE - Trisacryl) pour enlever tous 
les contaminants proteiques . Les GAG totaux ont alors 
20 ete purifies en eluant le gel de DEAE avec une 
solution d' acetate de sodium, pH 4, contenant 1,5 M 
NaCl . 

Apres une phase de dialyse extensive contre de 
1 ' eau , 60 mg de chaque produit de GAG ont ete digeres 

25 par la chondroitinase ABC pendant une nuit a 37 "C ( 1 
unite par mg de GAG) . Cette enzyme degrade tous les 
GAG a I'exclusion des heparanes sulfates (HS). Les 
produits de digestion ont ete soumis a une 
chromatographie sur tamis moleculaire (G50 Sephadex, 

30 colonne de 1,8 x 95 cm).-- L'elution est ensuite 
realisee en tampon bicarbonate d' ammonium sous uri 
debit de 18 ml/h. Le materiel non digere qui 
correspond a des GAG de nature HS est collecte dans le 
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volume mort d'elution de la colonne. 

Les concentrations en GAG sont calculees a 
partir de leur contenu en acide uronique par la 
methode au carbazole (Bitter T. et Muir H . M . , 1962, 
5 Anal. Biochem 4, 330-334). 

Ces dosages ont permis de preciser la 
composition suivante de chacun des produits: 

Sulodexide Mesoglycan 
GAG totaux 79 % 87 % 

10 Fraction Heparane Sulfate (HS) 48 % 52 % 

Autres GAG 31 % 35 % 

Les fractions HS de chacun de ces deux produits 
ont ete chromatographics a nouveau sur un gel de DEAE 
Trisacryl . 1 mg de chaque fraction HS, purifiee a 

15 partir du mesoglycan (Fig. 6A) ou du sulodexide ( Fig. 

6B) , dans 3 ml a ete depose sur une colonne equilibree 
avec du tampon 0,05 M NaCI , 0,05 M TMS-Hel pH 7,5. 
Apres un lavage de la colonne par 10 volumes du meme 
tampon suivi d'un lavage par 10 volumes d'un tampon 

20 0,05 M NaCI, 0,05 M d • acetate de sodium pH 4 , le 
materiel fixe a la colonne est desorbe par un gradient 
salin allant de 0,05 M NaCI a 1,5 M NaCI dans le meme 
tampon acetate. 1 ml de chaque fraction collectee a 
ete dose par la methode au carbazole. 

25 Le materiel correspondant aux constituants HS 

de chacun des produits d'origine presente 
approximativement le meme profil d'elution et done a 
peu pres la meme charge apparehte. Ce maximum du pic 
d'elution est obtenu pour une concentration saline de 

30 0,94 M NaCI. Une fraction definie de chondroit ine" 
sulfate (XSA) a ete soumise au"~"*meme protocole en vue 
de calibrer la chromatographie . Cette fraction CSA qui 
ne contient qu 1 un groupe sulfate par disaccharide est 
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elue a la force ionique de 0,72 M NaCl . 

Ces resultats montrent que la fraction HS 
contient plus de groupements sulfates que les CSA de 
reference. La fraction HS presente environ deux 
5 groupes sulfates par unite dissacharidique . 

Ces fractions ont ete testees pour connaitre 
leur pouvoir protecteur vis-a-vis du TGF /3 et du FGF 
en comparaison des pouvoirs etablis avec les produits 
bruts respectifs. 

10 Evaluation semi-quantitative des effets 

protecteurs du FGF par differents polymeres. 

Comme decrit ci-dessus, une quantite constante 
de FGF radioactif est incubee dans des conditions 
differentes. Apres autoradiographie des produits de la 

15 reaction, la quantite de FGF radioactif non degrade 
est quantifiee par densitometrie . Les valeurs 
correspondent au pourcentage de FGF radiomarque 
retrouve par rapport a la quantite deposee en debut de 
reaction. (Tableau 5). 

20 Les resultats des tableaux 4 et 5 montrent que 

les fractions HSM et HSS issues respectivement du 
mesoglycan et du sulodexide presentent des effets 
protecteurs superieurs a ces deux compositions et 
proches de 100%. 

25 EXEMPLE 3: Effets inhibiteurs in vitro d es CMDBS et 

des QlvcosaminoQlvcanes sur l^ctivi te de l'elastase 
leucocvtaire et sur la plasmine. 

Les pouvoirs d' inhibition de differents CMDBS 
et de leurs composes intermediates de leur synthese, 

30 - ont ete etablis pour l'elastase leucocytaire et la 
plasmine . 

L'elastase leucocytaire purifiee a ete obtenue 
par Elastin Products Co (Owenville, MO, USA) et la 
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plasmine chez SIGMA. 

L' inhibition des activites enzymatiques par ces 
differents composes est effectuee a 37 "C dans un bain 
thermostate. Les enzymes considerees sont mises en 
5 solution dans un tampon Tris-HCL 100 mM, pH8 pour 
l'elastase et pH 7,4 pour la plasmine, en presence de 
0,02% d'azide de sodium et de 0,01% Triton X100 pour 
la plasmine. Les concentrations des substrats et 
celles des enzymes . sont : 0,10 mM MeO-Suc-Ala-Ala-Pro- 
0 Val-pNA (paranitroanilide) pour l'elastase a 8,3 nM et 
0,20 mM dVal-Leu-dLys-pNA pour la plasmine a 77 nM. 
Pour chacune des conditions est etabli l'ICSO. 

Le tableau 6 donne les resultats obtenus dans 
lesquels, le lot AM6 correspond a un dextrane T40 de- 
5 40 000 kD. Le lot EMS correspond a un dextrane T10 de 
10 000 kD. Les produits intermediates de synthese 
sont repertories d'apres les sigles designes. ci-dessus 
indexes d'un numero qui precise le nombre de chacune 
des reactions de substitution. 
0 Les valeurs des IC50 demontrent que les CMDBS 

ont des effets inhibiteurs de type hyperbolique non 
competitif sur l'activite de l'elastase leucocytaire 
comparables a ceux de l'heparine, l'un des meilleurs 
inhibiteurs de cette activite (Ki de 1 ' ordre de 1 nM) . 
5 Les CMDBS exercent de plus et a 1' inverse de 
l'heparine des effets inhibiteurs sur la plasmine. 

II ressort en outre du tableau 6 que les effets 
inhibiteurs des fractions HSM et HSS sont superieurs a 
ceux du mesoglycan et du sulodexide, respect ivement . 
0 FXEMPLE 4: Effet ant i - inf la mmato ire des CMDBS dans ie 
tissu osseux. 

• Afin d'etudier l'effet anti-inf lammatoire des 

CMDBS dans le tissu osseux on a utilise un modele de 
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regeneration de l'os calvaria chez le lapin. Apres 
avoir effectue une decoupe de cet os dans sa demi 
epaisseur on a compare la reaction inf lammatoire dans 
le tissu de granulation en presence ou en absence de 
CMDBS . 

Des lapins adultes blancs de la race New 
Zealand ayant fini leur croissance osseuse et pesant 3 
a 4 kg sont repartis en 2 groupes de 8 lapins des 
deux sexes . Ces lapins ont ete anesthesies par 
injection intraperitoneal d ■ hydrochloride ketamine 
(lOO mg/kg) et d ' acepromazine ( lOO mg/kg). Une 
incision paramedians f ronto-parietale a ete realisee 
pour acceder a la calvaria. Quatre defauts osseux de 5 
mm de diametres et 3 mm de profondeur ont ete realises 
a l'aide d'une f raise . Durant 1 ' intervention, le cote 
opere a ete constamment irrigue pour eviter des 
accidents thermiques. Les deux regions cephaliques 
n'ont pas ete comblees et de ce fait, servent de 
controle alors que les cotes posterieurs gauche et 
droit sont combles avec du collagene (collagene 
hemostatique microfilaire (Pangen) provenant des 
laboratoires Fournier Dijon, France) ou du collagene 
impregne la nuit dans une solution de CMDBS a 100 
jig/ml. Une hemostase appropriee a ete realisee avant 
de proceder a la suture de la plaie. Les plaies sont 
refermees avec du fil en nylon de suture et le cote 
opere est recouvert d'un pansement sterile. Les 
animaux ont ete laisses en convalescence et aucune 
complication post-operatoire n'a ete constatee. Les 
animaux onf ete euthanasies aux jours. .3,. 4, 8. et 
durant les 12 semaines qui ont suivi 1 ' intervention . 
Tous les animaux ont recu un traitement identique et 
ont servi pour leur propre controle. Apres examen 
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macroscopique du site de 1* operation, les cranes sont 
decalcifies et inclus dans de la paraffine. Le cote 
opere a ete etudie au microscope pour etre mis en 
culture. Apres que les modeles soient decalcifies et 
5 poses dans de la paraffine, des sections sagittales (5 
mm d'epaisseur) des zones correspondants aux defauts 
ainsi crees ont ete decoupees a l'aide d 1 un microtome 
et colorees a 1 ' hematoxylin et a l'eosine. Ces coupes 
sont etudiees au microscope et les defauts ont ete 
10 100 fois grossis, en utilisant une grille de 2,5 x 2,5 
mm normalisee par 10 divisions de 0,25 mm de chaque 
cote. Ces mesures ont ete ensuite rapportees sur un 
graphique pour comparer les resultats suivant les 
differents groupes traites . 
15 Dans ce travail, on a utilise le CMDBS , lot 

AM26, dont le contenu en acide methylcarboxylique est 
de 110 %, celui en benzylamide de 2,5 % et en 
benzylamide sulfone de 36,5% . L'activite anti- 
coagulante specifique de ce CMDBS est 4 IU/mg 
20 compare a l'heparine standard (echantillon n"108, 
Sanofi-Choay Recherches , Gentilly, France) qui a une 
activite anticoagulante de 173 IU/mg. 

Les figures 7A et 7B montrent la difference de 
la reaction inf lammatoire observee apres 3 semaines 
25 dans le tissu de granulation correspondant au 
comblement du defaut osseux realise exper imentalement . 

Dans la figure 7A qui correspond au pansement 
de collagene imbibe uniquement de serum physiologique , 
la reaction inf lammatoire est tres forte; le tissu de 
'30 granulation contient un grand nombre de cellules 
inf lammatoires et peu de cellules osteoblastiques . 

Par contre, le meme traitement avec un 
collagene imbibe de la solution de CMDBS a fait 



WO 95/26738 



26 



PCT/FR95/00400 



regresser tres nettement cette reaction inf lammatoire , 
favorisant la reparation du defaut osseux et 
demontrant ainsi l'effet antiinf lammatoire du CMDBS . 
EXEMPLE 5 : Effet anti-inf lammatoi re du CMDBS — sur la 
5 muaueuse aastriaue. 
Principe 

L ' administration par voie orale d'l ml 
d' ethanol absolu chez le rat provoque dans l'heure qui 
suit 1' apparition de lesions hemorragiques de la 
10 muqueuse gastrique. 
Methodes 

Des groupes de 6 rats males Sprague Dawley, 
d' environ 200g, sont mis en jeune hydrique 24H avant 
1'essai. Le jour du test, 1 ml est administre par voie 
15 orale et les animaux sont sacrifies 1 h 30 apres . 

L'estomac est preleve, ouvert selon la grande courbure 
et rince. 

L'atteinte de la muqueuse est cotee selon le 
bareme suivant. 
20 0: muqueuse normale 

1: petites stries roses hemorragiques superf icielles 
2: stries hemorragiques superf icielles rouges, courtes 
et larges 

4: stries hemorragiques superf icielles rouges-noires , 
25 longues et larges 
5: perforation 
Traitement : 

Le CMDBS a ete dissous dans 1 ' eau distillee, la 
PGE2 dans 1 * ethanol a 10% puis dilue dans le solute 
30 physiologique. Les traitements sont effectues par voie 
orale, 1 heure avant 1' ethanol et 45 mn apres sous un 
volume de 5ml/kg. 
Expression des resultats 
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Pour chaque lot d'animaux, les valeurs moyennes 
+/- e.s.m. des scores d ' alteration ont ete calculees . 
Elles sont presentees dans le tableau 7 . La 
comparaison statistique est effectuee a 1 ' aide du test 
5 non parametrique de White, par rapport au groupe 
temoin avec une difference significative notee p < 
0,01. 
Resultats 

Comme l'illustrent ces resultats, 

10 1 ' administration d'ethanol absolu induit chez la 
majorite des animaux 1 ' apparition de larges stries 
hemorragiques confluentes. Chez les animaux temoins le 
score d'alteration est de 3,75 +/ - 0,17. 

Le CMDBS administre per os a la dose de 100 
15 /Jg/kg (2 fois par jour ) reduit en 24 heures de 56% 
(p>0,01) la gravite des lesions. Aux doses superieures 
I'activite cytoprotectrice n'est pas retrouvee . Le 
CMDBS exerce des effets comparables a la 
prostaglandine E2 consideree comme un agent 

20 protecteur de la muqueuse gastrique contre des agents 
topiques irritants qui induisent une reaction 
inf lammatoire intense locale (reduction de 63% des 
lesions ) . 

EXEMPLE 6 : Effet anti-inf lammatoire sur de s colites 
2 5 induites par le TNB chez le rat. 
Principe : 

L * administration intrarectale d ' acide 

trinitrobenzene sulfonique (TNB) entraine chez le rat 
1' apparition d'un colite chronique, associee a de 
30' graves lesions de la muqueuse produites par une 
reaction inf lammatoire aigue" avec liberation de 
mediateurs ( PAF , interleukines , eicosanoides ) , et 
accompagnee d'un oedeme important quantifiable au Bleu 
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10 



d ' Evans . 
Methodes . 

Des groupes de 6 rats males Sprague Dawley, 
d* environ 200g, sont mis en jeune hydrique 24 heures 
avant I'essai. Le jour du test, les animaux sont 
anesthesies au pentobarbital (30 mg/kg) par voie 
intraperitoneal . 20 mg de TNB dissous dans 0,25 ml 
d'ethanol a 50% sont instilles dans le colon a 6 cm de 
l'anus. Les animaux sont remis dans leur cage apres le 
reveil avec nourriture et boisson a volonte. 

4 jours plus tard, les animaux sont sacrifies 
et le colon est preleve. 30 mn avant le sacrifice, 1 
ml de Bleu Evans est administre par voie veineuse pour 
evaluer l'oedeme accompagant la colite selon le 
15 protocole suivant: Le colon est mis dans un tube 
contenant 9 ml de formamide. Apres centrif ugation , le 
surnageant est preleve et un dosage spectrometrique 
est effectue a 620nm de longueur d 1 ondes . 
Traitement ; 

20 Le CMDBS a ete dissous dans la 

carboxymethylcellulose a 0,5%. Les traitements ont ete 
effectues par voie intrarectale sous un volume de 1 
ml/kg, 4 heures avant le TNB 1 fois par jour jusqu'au 
sacrifice de 1' animal. 
25 Resultats 

Pour chaque lot d' animaux, les valeurs moyennes 
+/- e.s.m. des scores d' alteration ont ete calculees . 
Elles sont presentees dans le tableau 8. La 
comparaison statistique est effectuee a 1 ' aide du test 
"t" de variance par rapport au groupe temoin avec une 
difference significative notee p < 0,05. 

Dans cet exemple, le CMDBS a un effet anti- 
inf lammatoire comme le montre le denombrement des 
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cellules inf lammatoires revelees par coloration au 
bleu d' Evans. 300 de CMDBS par kg reduisent de 

moitie cette coloration ( p < 0,05). 

EXEMPLE 7 : Effet sur 1 1 inf lamination c utanee chez le 

5 rat . 

A. Animaux 

Les experimentations ont ete effectuees sur des 
rats males Hairless OFA-hr/hr Ico, EOPS, exempts 
d'organismes pathogenes specif iques , ages. ia. EOPS 

10 (Exempts d'organismes pathogenes specif iques ) ; de 9 a 
10 semaines (250-300 gr) (IFFA CREDO, France). Ces 
rats se caracterisent par un systeme pileux tres peu 
developpe du a un gene recessif hr, defini par le 
terme "Hairless 11 . Des reception, les rats sont 

15 stabules et heberges selon les directives de la 
Comraunaute Economique Europeenne, decret d'Avril 1986; 
n" 86/609/CEE. 

B. Mode operatoire 

Les rats sont anesthesies par injection intra- 
20 peritoneale de pentobarbital sodique (0.1 ml/100 g 
pour les rats sains et 0.05 ml/100 g pour les rats 
diabetiques) . Trois defauts cutanes dermo-epidermiques 
sont pratiques de part et d' autre de la colonne 
vertebrale a 1 • aide d 1 un emporte piece de 6 mm de 
25 diametre. Des compresses de collagene bovin inactive 
( PANGEN , Fournier) sont decoupees a 1 ■ emporte piece, 
imbibees de la solution a tester ou d'une solution de 
PBS. ia. PBS; pendant 2 heures a temperature ambiante 
avant d'etre deposees dans chaque plaie. L' ensemble 
30 est alors recouvert d»un pansement occlusif (OPSITE) 
gardant le collagene hydrate, 'puis d'un elastoplaste 
empechant le rat de se debarrasser de son pansement. 
Les rats sont places dans des cages individuelles avec 
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eau et nourriture a volonte. Chaque condition 
experimentale regroupe des lots de 6 a 10 animaux. Le 
processus cicatriciel est considere a des temps 
variables exprimes en jours (Jx) apres la date de 
5 l'operation (JO). 

C. Traitement des plaies 

Les plaies des rats sains sont traitees avec 
des pansements de collagene imbibes d'une solution 
physiologiques contenant ou non du CMDBS-AM6 a 50 
10 pg/ml. 

D. Prelevements des plaies 

Les lots d' animaux temoins (sans CMDBS) ou 
traites (avec CMDBS) sont sacrifies par injection d'un 
exces de pentobarbital sodique. Les contours de la 

15 plaie sont reportes sur un caique, puis la plaie est 
prelevee a 1 * aide du meme emporte-piece de la meme 
dimension que celui utilise a JO et conservee a -80*C. 
Pour 1' etude histologique, les pieces sont prelevees 
en prevoyant un exces de 5 mm de peau non lesee autour 

20 des contours d'origine puis placees dans un fixateur 
dont la composition varie en fonction de 1 1 etude 
envisagee. 

E . Etude histologique 

Les prelevements de tissus sont places pendant 
25 24 a 48 heures dans un exces de fixateur 
(paraformaldehyde 4%, glutaraldehyde 0.1%, saccharose 
5%, PBS lOOmM, pH7 ) puis deshydrates progress ivement 
avant d'etre inclus dans du Paraplast Plus (Prolabo). 
Des coupes de 5 mm sont realisees avec un microtome a 
30 paraffine ( Reichert-Yung)- et colorees au trichrome de 
Masson (GABE, 1988). 

Les resultats des observations histologiques 
sont presentes sur les figures 8A a 8F qui rapportent 
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cette etude histologique de la cicatrisation cutanee a 
J6 post-operatoire, (coloration des coupes au 
Trichrome de Masson) . 

Les figures 8A a 8C presentent les plaies 
5 traitees avec du CMDBS (50 pg/ml) et les figures 8D a 
8F representent les plaies traitees avec le vehicule 
seul. Ces figures montrent une inegalite dans la 
qualite du tissu de granulation. II existe un aspect 
plus mature de la cicatrice (Fig.8A, x4 ) par rapport 
10 au temoin (Fig.8D, x4 ) . Un agrandissemnt (x25) de la 
region epidermique montre une reconstitution de celle- 
ci dans les deux cas (Fig.8B et 8E x25) . 

La difference reside dans la maturation du 
tissu de granulation : la plaie traitee (Fig.SC x25) 
15 avec du CMDBS montre la presence de fibroblastes 
(fleche) qui commence a s'orienter et qui produisent 
une matrice en quantite plus importante que dans la 
plaie temoin. Les cellules inf lammatoires dans les 
plaies traitees avec du CMDBS sont en nombre restreint 
20 par rapport au temoin (Fig.BF x25) qui montre la 
persistence de phenomenes imf lammatoires importants . 
FXKMPLE 8 : Mise en evide nce des activites metallo- 
prnt-Pinases matriciell^ extracts des tissus cutanes 
en cours de cicatrisation. 
25 Des prelevements de tissu cutane sont effectues 

selon le meme protocole et les memes conditions 
experimentales que ceux presentes dans l'exemple 
precedent . 

Traitement des plaies 
30 " ~ Les plaies des rats sains sont traitees avec 
des pansements de collagene imbibes d'une solution 
'physiologique contenant ou non du CMDBS -AM6 a 50 
pg/ml . 
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Les metalloproteinases matricielles (MMPs) et, 
plus particulierement les collagenases 92 kD 
(collagenase de type V) et 72 kD ( collagenase de type 
IV) , sont mises en evidence grace a la technique du 
5 zymo gramme . 

La peau prelevee a JO est nominee controle (C) . 
Le prelevement effectue au jour x (Jx) au meme 
emplacement selon les contours d'origine est nomine 
plaie (P). C et P sont tou jours traites en meme temps 

10 et selon le meme protocole. 

Chaque prelevement est pulverise une minute 
dans un broyeur a azote liquide (Bioblock) . La poudre 
est pesee et melangee dans un tampon 100 mM phosphate 
pH7.4, 1M NaCl (1ml pour 100 mg de poudre). L • ensemble 

15 est homogeneise a 1 ' Ultra-turax pendant 30 secondes, 
laisse 1 heure a 4'C puis centrifuge a 43700g (Beckman 
J2-21) a 4"C pendant 30 minutes. Le volume du 
surnageant est mesure puis aliquote avant d'etre 
conserve a -80"C.Le culot, pese, est conserve a -80'C. 

2 0 Les extraits obtenus a partir de broyats de 

peau cicatricielle ou non (25 mg de proteines en 
tampon non reducteur, non chauffes), sont deposes sur 
des gels de polyacrylamide 10% contenant 1 mg/ml de 
gelatine (Sigma, ref G2500). Apres migration en tampon 

25 de Laemmli, les proteines deposees sur gels sont 
renaturees avec une solution de Tris-HCl 100 mM, pH 
7.4 contenant 2.5% de triton xlOO (2 fois 30 minutes). 
Le Triton est elimine par deux lavages en tampon Tris- 
HCl 100 mM. Les gels d ' electrophorese sont incubes a 

30 37 °C durant 48 heures dans un tampon Tris-HCl 100 mM 
contenant 10 mM de C3C12, 0.001% NaN3 , 0.0015% Brij 
35, 1 mM ZnC12. Apres avoir elimine soigneusement le 
tampon d 1 incubation, les gels sont colores durant 20 
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minutes sous agitation avec une solution de Bleue de 
Coomasie R250 (5mg/ml) contenant de 1' acide acetique 
(10%)-, du propanol-2 (30%), puis decolores ( acide 
acetique 10%, methanol 40%), jusqu'a visualisation des 
5 bandes . Les gels sont photographies. Af in de s 1 assurer 
que les differentes bandes de digestion obtenues sont 
bien dues a des MMPs, les echantillons sont incubes en 
presence d ■ inhibiteurs specif iques; Phenyl methyl 
sulfonyl fluoride ou PMSF (2 mM final) inhibiteur des 
10 serines endopeptidases , 1" acide ethylene diamine 
tetracetique ou EDTA (20 mM final) inhibiteur des 
metallo-endopeptidases, le N-ethyl maleimide ou NEM (2 
mM final ) . 

La figure 9 montre 1' expression des Metallo- 

15 Proteinases Matricielles detectees dans les extraits 
de plaies en fonction du traitement ou non par le 
CMDBS et en fonction du temps de la cicatrisation. 

25 mg de proteines obtenues a partir des 
extraits de broyats de peau saine ou de peau 

20 cicatricielle a J5 et J6 post-operatoires sont deposes 
sur un gel de polyacrylamide 10% contenant comme 
substrat 1 mg/ml de gelatine. Les pistes 1,12 
representent la peau saine qui sert de temion interne 
de migration. Les pistes 2, 3, 4 et 13, 14, 15 

25 representent les extraits obtenus a partir de 
cicatrices traitees avec du CMDBS a raison de 50 mg/ml 
(6 rats differents). Les pistes 5 a 11 et 16, 17 
representent les temoins correspondants . Chaque piste 
represente un rat different. 

30 Deux types de collagenases sont retrouves dans 

la peau saine : La forme de 72 kDa et sa forme activee 
la 68 kDa. Par contre, a J5 et J6, dans les plaies 
traitees ou non avec le CMDBS , la 92 kDa est presente 
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de maniere identique. La difference reside dans les 
niveaux d* expression de la 72 kDa et de sa forme 
activee, la 68 kDa. A J5 , dans les plaies temoins la 
7 2 kDa et la 6 8 kDA sont exprimees de maniere tres 
5 importante par rapport aux plaies traitees avec du 
CMDBS. De plus, il y a apparition d'especes de bas 
poids moleculaires qui n' existent pas dans les plaies 
traitees avec le CMDBS. A J6 , cette difference se 
confirme puisque pour le meme depot proteique qu ' a J5 , 

10 l'activite des collagenases est telle que les pistes 
16 et 17 apparaissent sous forme de deux traces 
blanches. Cette activite qui n'existe pas chez les 
rats traites au CMDBS. 

Les CMDBS modulent done les niveaux 

15 d' expression des MMPs soit directement soit 
indirectement a travers leur role inhibiteur sur la 
plasmine qui est un de leurs activateurs . 
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TABLEAU 2 

Effet non inhibiteur du CMDBS v is-a-vis 
de la trypsine 



Trvpstnc (10ue/mU+ S87 


1.00 . — 


Trypsinc+S87+5u°/ml 


100 


CMD13S 

Trypsinc+S87+50u?/ml 


100 


CMOBS 

Trypsinc+SR7+50nn«/ml 


100 


colons 

Ym>sinc + XK7+STm 


[0 „ ' 
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TABLEAU 3 
Orioine, activite anticoaaulante et 
composition partielle du M esoalvcan 
et du Sulodexide f informations du fournisseur) 





Sulodexide 


Mesoglycan- 


Origine 


duodenum 
de pore 


aorte 


Activite 
anticoagulante 


50-70 IU/mg 


< 50 IU /mg 


Composition 

chimique . 


Dermatane 
sulfate 


20 - 35 % 


25 - 60 % 


Chondroitine 
Sulfate 


2-7% 


3-15% 


Heparane sulfate 


+ 
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TABLEAU 4 

Protection du TGFbeta par divers polvmeres 



5 



TGF beta 


100% 


TGF beta + try p sine 


0 % 


TGF beta + mesoglycan 


100 % 


TGF beta + mesoglycan + trypsinc 


50 % 


TGF 0 + HSM 


100% 


TGF P + HSM + trypsine 


75 % 


TGF beta +■ sulodcxide 


100% 


TGF beta + sulodcxide + trypsine 


20% 


TGF 0 + HSS 


100% 


TGF 0 + HSS + trypsine 


45 % 


TGF beta + Dextrane 


100% 


TGF bela + Dextrane + trypsine 


0% 


TGF beta + Dextrane Sulfate 


100% 


TGF beta + Dextrane Sulfate + trypsine 


0 % 


TGF beta + Sucrase 


100% 


TGF beta + Sucrase + trypsine 


0% 



HSM 
HSS 



I = Heparanes Sulfates purities a partir du Mesoglycan 
= Heparanes Sulfates purifies a partir dc Sulodcxide 
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TABLEAU 5 

Protection du FGF par divers polvmeres 

PROTECTION EN % 

FGF seul 100 

5 FGF + Trypsine 0 

FGF + Trypsine + Heparine 100 

FGF + Trypsine + Mesoglycan 75 

FGF + Trypsine + Sulodexide 7 0 

FGF + Trypsine + Mesoglycan traite 0 
10 Heparinase 

FGF + Trypsine + Sulodexide traite 0 
Heparinase 

FGF + Trypsine + Heparine Traite 0 
Heparinase 

15 FGF + HSM + Trypsine 95 
FGF + HSS + Trypsine 



90 



20 
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5 



10 



15 



0 



Inhibition des 


TABLEAU 6 
activities de 1' 


elastase et de 


la Dlasmine 




r^laaiaNc Jx:U(.Ut.> lull I 


I'lu^minp 




IC50 en /Jg/ml 


IC50 enjjg/ml 


CMDBS lot AM6 


2,2 


1,5 


T4Q 


> 100 


> 100 


CMDBS lot EM5 


10 


7 


T10CMD2B 


50 


53 


T10 5CMDIB 


> 100 


> 100 


T10 3CMD 


> 100 


> 100 


T!0 


> 100 


> 100 


Mesoglycan 


72 


65 


HS Mesoglycan 


20 


22 


Sulodexidc 


79 


75 


HS Sulodexide 


25 


20 


Heparine 


1,8 




lipo-heparine 




0,5 



HSM = Hcparanes Sulfates purifies a partir du Mesoglycan 
HSS = Heparanes Sulfates purines a partir de Sulodexide 
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TABLEAU 7 



5 



Traitcmenl: 


Doses en jig/kg 
PO 


Scores 


Variations 


Ternoins 




3,75 */.0.17 




PGE2 


200 


1.4 >/_0,35 


-63% 


CMDBS 


100 


1.6 ♦z.0.25 


-56% 


300 


3,2 */.0,33 


-16% 


1000 


3.1 */_0.35 


-17% 



10 



TABLEAU 8 



15 



Traitements 


Doses 


Nombres de 
rats 


Concentration de Bleu 
Evans en jag/g de colon" 


Ternoins 




5 


0,17*/. 0,03 


TNB 




5 


0,87./. 0,14 


CMDBS 


100 ng/kg 


6 


0,54./. 0,16 j 


300 ng/kg 


6 


0.45 0,12 ** 


1000 ng/kg 


6 


0,78 0,11 
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REVEND I CATIONS 

1. Utilisation d'au moins un polymere ou un 
biopolymere, appeles HBGFPP , a 1' exclusion du 
mesoglycan, protegeant specif iquement les facteurs de 

5 croissance des families des FGF et TGFbeta de la 
degradation trypsique et n'inhibant pas de maniere 
significative la coagulation, pour la fabrication d'un 
medicament pour le traitement des inflammations. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
10 caracterisee en ce que le polymere ou biopolymere 

presente une activite anti-coagulante inferieure a 50 
unites internationales par mg de polymere, 

3. Utilisation selon 1 1 une des revendications 1 
et 2, caracterisee en ce que ledit polymere presente 

15 une activite anti-complement. 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que ledit polymere n* active 
substantiellement pas le systeme du complement. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 
20 a 4, caracterisee en ce que ledit polymere inhibe 

substantiellement les activites proteasiques de 
l'elastase et/ou de la plasmine. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce que ledit polymere ou 

25 biopolymere est un polysaccharide. 

7. Utilisation selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ledit polysaccharide est 
principalement compose de residus glucose. 

8. utilisation selon la revendication 6, 
30 caracterisee en ce que le polysaccharide comprend des 

residus glucosamine et/ou d'acide uronique. 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que le polysaccharide comprend des 
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dimeres glucosamine-acide uronique . 

10. Utilisation selon l'une des revendications 
8 et 9, caracterisee en ce que ledit polysaccharide 
est un glycosaminoglycane eventuellement associe a un 

5 lipide, un peptide ou un protide, ou un sulfate d'un 
de ces composes. 

11. utilisation selon l'une des revendications 
1 a 6/ caracterisee en ce que ledit polysaccharide est 
un dextrane substitue. 

10 12. Utilisation selon la revendication 11, 

caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un 
CMDBS . 

13. Utilisation selon l'une des revendications 
1 a 5, caracterisee en ce que ledit polymere est de 

15 nature non-osidique . 

14. Composition pharmaceutique pour le 
traitement des inflammations contenant au moins un 
polymere tel que defini dans l'une des revendications 
1 a 13 en association avec au moins un excipient 

20 pharmacologiquement acceptable. 

15. Composition selon la revendication 14, 
caracterisee en ce qu'elle contient entre environ 10 
et 2500 jjg de polymere ou de biopolymere/ml de 
composition . 
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FIG. 1 
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FIG. 2 A 



FIG. 2 B 
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FIG. 4 A 



FIG. 4 B 
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A FGF2 

^ FGF2 plus hepanne 

^ FGF2 plus mesoglycane 

° FGF2 plus sulodexide 
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FIG. 5 A 
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FIG. 8A 
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FIG. 8D 




FIG. 8E 




FIG. 8F 
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